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Η προθυμοσίνη άλφα (ProTα) είναι ένα πολυπεπτίδιο με αλληλουχία 
109 αμινοξέων στον άνθρωπο (Μ.Β. ~12 kDa), που παρουσιάζει υψηλή 
διατήρηση δομής μεταξύ των θηλαστικών. Η αρχική της απομόνωση 
έγινε το 1984 από θύμο αδένα αρουραίου. Η ProTα παρουσιάζει διττό 
βιολογικό ρόλο, τόσο ενδοκυτταρικό, όσο και εξωκυτταρικό. 
Ενδοκυτταρικά εμπλέκεται στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και, 
πιθανόν, στη ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου, καθώς και στην 
αναδιαμόρφωση της δομής της χρωματίνης, ελέγχοντας έμμεσα την 
έκφραση των γονιδίων και κατ’ επέκταση την ίδια την επιβίωση του 
κυττάρου. Ακόμη, εμπλέκεται στην αναστολή της απόπτωσης και στην 
επαγωγή κυτταροπροστατευτικών μηχανισμών έναντι του οξειδωτικού 
stress. Εξωκυτταρικά η ProTα ενισχύει την κυτταρομεσολαβητική 
ανοσία. Σύμφωνα με πειραματικά αποτελέσματα της τελευταίας 
δεκαετίας, η ανοσοδραστική περιοχή του μορίου εδράζεται στο C-
τελικό δεκαπεπτίδιο (ProTα[100-109]), ωστόσο έχει επίσης αναφερθεί 
ότι το Ν-τελικό 28-πεπτίδιο (ProTα[1-28] ή αλλιώς Tα1) παρουσιάζει 
έντονη ανοσοενισχυτική δράση. 
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η αξιολόγηση αντισωμάτων, που 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως εργαλεία μελέτης της ProTα. 
Συγκεκριμένα, αξιολογήθηκαν αντισώματα Υ, τα οποία είχαν 
αναπτυχθεί παλαιότερα σε πτηνά (όρνιθες ωοτοκίας) και είχαν 
απομονωθεί από κρόκο αυγού στα εργαστήρια του ΕΚΕΦΕ 
«Δημόκριτος». Τα αντισώματα αυτά είχαν αναπτυχθεί εναντίον 
συνθετικών πεπτιδίων από την αμινοξική αλληλουχία της ProTα 
(τμήματα [1-28] και [100-109]), μετά από σύζευξή τους στην πρωτεΐνη-
φορέα KLH, ή εναντίον ακέραιης ProTα, μετά από σύζευξή της στην KLH 
ή σε ασύζευκτη μορφή. Αναλυτικά, αξιολογήθηκαν τέσσερα 
διαφορετικά αντισώματα Υ, με κωδικούς IgY1, IgY2, IgY3 και IgY4, που 
είχαν αναπτυχθεί, αντίστοιχα, εναντίον: ProTα[1-28]/KLH ή Tα1/KLH 
(IgY1), ProTα (IgY2),  ProTα/KLH (IgY3), και, ProTα[100-109]/KLH (IgY4). 
Τα αντισώματα Υ αξιολογήθηκαν με πειράματα τιτλοδότησης ELISA.  
Όπως προέκυψε από τα πειραματικά αποτελέσματα, τα αντισώματα 
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IgY3 παρουσιάζουν τον υψηλότερο τίτλο ως προς την ProTα και 
προτείνεται να αξιολογηθούν περαιτέρω. Τα αντισώματα αυτά θα 
μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως εργαλεία ποιοτικού 
εντοπισμού/ποσοτικού προσδιορισμού της ProTα σε ειδικά βιολογικά 
δείγματα, μέσω μεθόδων ανοσοκυτταρολογίας, ανοσοϊστοχημείας, 
τεχνικών Western blot, τεχνικών ανοσοανάλυσης, κ.λπ., με στόχο την 
περαιτέρω μελέτη αυτού του σημαντικού ενδογενούς πολυπεπτιδίου.  
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Human prothymosin alpha (ProTα) is a 109-amino acid polypeptide (MW: 
~ 12 kDa), the primary structure of which is highly conserved among 
mammalian organisms. ProTα was first isolated from rat thymus gland in 
1984. Now-a-days it is well established that ProTα has a dual, important, 
intracellular and extracellular role. Intracellularly, ProTα has been 
associated with cell proliferation and, probably, cell-cycle regulation 
mechanisms, while it has also been involved in chromatin remodeling, 
thus indirectly affecting gene transcription and overall cell survival 
processes. Moreover, ProTα has been reported to inhibit cell apoptosis 
and induce cytoprotective mechanisms against oxidative stress. 
Extracellularly, ProTα has been reported to enhance the cell-mediated 
immunity. According to experimental findings of the last decade, the 
immunoreactive region of ProTα seems to be located in the C-terminal 
decapeptide, ProTα[100-109]; however, the N-terminal 28-mer peptide, 
ProTα[1-28], also known as Tα1, has been also reported to present a 
strong immunostimulating action.  
The main objective of the present work was to evaluate a series of in-
house developed antibodies that might be used as laboratory tools in 
further research concerning ProTα. More specifically, antibodies Y 
against ProTα or various derivatives of the polypeptide, which had been 
previously developed in avian species (laying hens) and isolated from the 
immune egg yolk, were evaluated in the frame of the present work. 
These antibodies have been developed against synthetic peptides of the 
ProTα – sequence (fragments [1-28] and [100-109]), conjugated to the 
carrier-protein KLH, or, against intact ProTα, either conjugated to KLH or 
non-conjugated. Actually, four different antibodies Y (IgY1, IgY2, IgY3, 
IgY4), which had been developed against ProTα[1-28]/KLH (IgY1), ProTα 
(IgY2), ProTα/KLH (IgY3) and ProTα[100-109]/KLH (IgY4), were evaluated 
with ELISA titer experiments. As revealed, the highest titer has been 
obtained with the IgY3 antibodies, which are proposed to be more 
thoroughly studied. These antibodies might be applied as laboratory 
tools enabling qualitative detection and/or quantitative determination 
of ProTα in various biological samples, through immunocytology, 
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immunocytochemistry, Westen-blot, immunoassay, etc., techniques, 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΤΟ ΕΝΔΟΓΕΝΕΣ ΠΟΛΥΠΕΠΤΙΔΙΟ ΠΡΟΘΥΜΟΣΙΝΗ ΑΛΦΑ 
1.1 Θύμος αδένας 
 
 
Σχήμα 1.1. Οι λοβοί του θύμου αδένα (δεξιός-αριστερός) 
O θύμος αδένας (γενική βιβλιογραφία: Zdrojewicz et al., 2016) 
αποτελείται από δύο λοβούς, τον αριστερό και τον δεξιό (Σχήμα 1.1), οι 
οποίοι είναι πανομοιότυποι και βρίσκονται είτε ενωμένοι, είτε 
διαχωρισμένοι. Το μέγεθος του θύμου αδένα αυξάνει κατά την παιδική 
ηλικία και κορυφώνεται κατά την εφηβεία,  φτάνοντας σε βάρος από 20 
g έως και 37 g. Έπειτα, ο θύμος σιγά σιγά συρρικνώνεται και τελικά 
εκφυλίζεται σε μικρές νησίδες λίπους. Οι δύο πλευρικοί λοβοί του 
θύμου αδένα βρίσκονται στο πρόσθιο ανώτερο μεσοθωράκιο τμήμα και 
εκτείνονται από τον τέταρτο πλευρικό χόνδρο προς τα πάνω, φτάνοντας 
το κατώτερο όριο του θυρεοειδή αδένα. Ο θύμος καλύπτεται από το 
στέρνο, στηριζόμενος επί του περικαρδίου. Διαχωρίζεται από το 
αορτικό τόξο και τα μεγάλα αγγεία από ένα στρώμα  περιτονίας. Αρχικά, 
ο θύμος αδένας θεωρήθηκε πως δεν διαδραματίζει ιδιαίτερο ρόλο στη 
λειτουργία του οργανισμού. Αργότερα, όμως, περί το 1960, έγινε 
γνωστό πως αποτελεί πρωτογενές λεμφικό όργανο του ανοσοποιητικού 
συστήματος και διαδραματίζει καίριο ρόλο  στην ανάπτυξη των Τ-
λεμφοκυττάρων (1). Συγκεκριμένα, ο θύμος αδένας παρέχει το 
κατάλληλο περιβάλλον όπου τα Τ-λεμφοκύτταρα ωριμάζουν, δηλαδή 
αποκτούν αντιγονική εξειδίκευση. Αυτές του οι ιδιότητες 
υποστηρίχτηκαν από τα αποτελέσματα πειραματικών θυμεκτομών κατά 
τη δεκαετία 1960, που οδήγησαν σε μείωση των πληθυσμών των Β- και 
Τ- λεμφοκυττάρων, της παραγωγής αντιγόνων και της απόρριψης 
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ασύμβατων μοσχευμάτων. Αργότερα, εντοπίστηκαν στο θύμο ποικίλοι 
βιολογικά ενεργοί παράγοντες. Οι παράγοντες αυτοί θεωρήθηκε ότι 
έχουν προοπτική θεραπευτικής εφαρμογής για άτομα με ανεπάρκεια 
λειτουργικότητας του θύμου, ενώ, επιπλέον, θα μπορούσαν να 





Περί το 1960 απομονώθηκε και μελετήθηκε ένα βιοδραστικό εκχύλισμα 
από θύμο αδένα μόσχου (γενική βιβλιογραφία:  Βασιλειάδου, 2017) (2), 
από τους Goldstein και συνεργάτες, το οποίο και ονόμασαν θυμοσινικό 
κλάσμα 5, ή αλλιώς TF5 (Thymosin Fraction 5). Όπως απεδείχθη έπειτα 
από in vitro μελέτες, το TF5 είχε τη δυνατότητα να διεγείρει τα 
λεμφοκύτταρα ανοσοκατεσταλμένων ανθρώπων, αποκαθιστώντας τη 
λειτουργικότητα των λεμφοκυττάρων στο φυσιολογικό επίπεδο (3).  
Οι επιστήμονες αρχικά θεώρησαν ότι το TF5  περιέχει ένα  μοναδικό 
πολυπεπτίδιο (4). Αργότερα, ωστόσο, απεδείχθη ότι το TF5 περιείχε  
μείγμα πεπτιδίων, συγκεκριμένα 30-40 διακριτά πεπτίδια με Μ.Β. 1.000 
έως 15.000 Da (3). Τα πεπτίδια αυτά ταξινομήθηκαν σε τρεις ομάδες 
βάσει του ισοηλεκτρικού τους σημείου (pI). Συγκεκριμένα, 
ταξινομήθηκαν σε θυμοσίνες άλφα (pI: <5), θυμοσίνες βήτα (pI: 5-7) και 
θυμοσίνες γάμμα ( pI: >7) (5). Προς καθορισμό της σειράς ταυτοποίησης 
του κάθε πεπτιδίου της ίδιας ομάδας χρησιμοποιήθηκε ο αντίστοιχος 
αύξων αριθμός.  
Πρώτα, το 1977, απομονώθηκε από το TF5 η θυμοσίνη άλφα 1 ή Τα1 (6), 
η οποία βρέθηκε ότι είναι έως και 1.000 φορές δραστικότερη 
ολόκληρου του TF5. Η Τα1 αποτελείται από 28 αμινοξέα και έχει M.B. 
3.108 Da. Όσον αφορά στην πρωτοταγή της δομή, στο Ν-τελικό άκρο 
της διαθέτει σερίνη που είναι ακετυλιωμένη, ενώ από την αμινοξική της 
αλληλουχία απουσιάζουν αρωματικά αμινοξέα. 
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Αργότερα απομονώθηκαν άλλα δυο πεπτίδια του TF5, η θυμοσίνη άλφα 
11 (Tα11) και το πεπτίδιο des-[25-28]-Tα1 (7). To καρβοξυτελικό άκρο 
του πεπτιδίου des–[25-28]-Tα1 περιέχει τέσσερα αμινοξέα λιγότερο, 
ενώ το καρβοξυτελικό άκρο της Τα11 περιέχει επτά αμινοξέα 
παραπάνω σε σχέση με την Tα1. Από αυτήν την παρατήρηση προέκυψε 
η υπόθεση ύπαρξης ενός μεγαλύτερου πρόδρομου μορίου. Όντως, στις 
αρχές της δεκαετίας του 1980, οι Haritos και συνεργάτες απομόνωσαν 
από θύμο αδένα αρουραίου ένα πολυπεπτίδιο μήκους  111 αμινοξέων, 
τα Ν-τελικά, πρώτα 28 αμινοξέα του οποίου ήταν ταυτόσημα με αυτά 
της Τα1 (8,9). Το πολυπεπτίδιο αυτό ονομάστηκε προθυμοσίνη άλφα 
(ProTα). Η υπόθεση ότι η ProTα αποτελεί πρόδρομο μόριο της Τα1 
φαίνεται να επιβεβαιώνεται από μελέτες, που απέδειξαν πως η Tα1 
δημιουργείται ενδοκυτταρικά με πρωτεολυτική διάσπαση της ProTα 
από το ένζυμο asparaginyl endopeptidase (10). Ωστόσο, υπάρχει επίσης 
η άποψη πως η Tα1, όπως και τα πεπτίδια Tα11 και des-[25-28]-Tα1, 




1.3Προθυμοσίνη άλφα (ProTα) 
 
1.3.1 Ιδιαίτερα δομικά χαρακτηριστικά της ProTα 
Η  πρώτη αλληλουχία της ProTα που αναφέρει η βιβλιογραφία 
προκύπτει από την  απομόνωση του πολυπεπτιδίου από θύμο 
αρουραίου (9) και έπειτα ανθρώπου (11). Η ProTα ανθρώπου είναι 
μήκους 109 αμινοξέων (isoform-2, Σχήμα 1.2) και M.B. ~12 kDa. Το 
γονίδιο που την κωδικοποιεί είναι το PTMA του μεγάλου βραχίονα του 
χρωμοσώματος 2 (2q 37.1) (12). 
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Σχήμα 1.2. Αμινοξική αλληλουχία της ανθρώπινης ProTα (P06454-2). 
Η αλληλουχία της Tα1 είναι ταυτόσημη με αυτήν του Ν-τελικού 28-πεπτιδίου της 
ProTα. Η Ν-τελική σερίνη της ProTα είναι ακετυλιωμένη (x = ακετυλομάδα). 
(Ανατύπωση από Καππά και συν., 2013: αναφορά 27) 
 
Όσον αφορά στην κεντρική  αμινοξική της αλληλουχία, η ProTα είναι 
πλούσια σε ασπαρτικό και γλουταμικό οξύ, εξ ου και το πολύ χαμηλό 
ισοηλεκτρικό της σημείο (pI = 3,55) (8) και ο ιδιαίτερα όξινος 
χαρακτήρας της. Κυρίως λόγω της πληθώρας όξινων καταλοίπων στην 
κεντρική περιοχή του μορίου, το πολυπεπτίδιο αποκτά ακανόνιστη 
δομή στο χώρο, δεν παρουσιάζει δηλαδή συγκεκριμένες ανώτερες 
δομές (δευτεροταγείς / τριτοταγή). Πιθανότατα, η ProTα αποκτά 
συγκεκριμένη διαμόρφωση στο χώρο κατά την αλληλεπίδρασή της με 
άλλα μόρια, π.χ. υποδοχείς (13). 
Παρόλο που η ProTα απομονώθηκε για πρώτη φορά από θύμο αδένα 
και θεωρήθηκε «θυμική ορμόνη», απεδείχθη στη συνέχεια πως 
εντοπίζεται σε όλους τους υπόλοιπους ιστούς (14) και τα όργανα, 
παραδείγματος χάριν στο ήπαρ, στους πνεύμονες και στο σπλήνα. 
Ακόμα, παρόλο που η ProTα πρωτο-απομονώθηκε από θύμο αδένα 
αρουραίου, απαντάται στους ιστούς και τα όργανα όλων των 
θηλαστικών. Μάλιστα, η ProTα χαρακτηρίζεται από υψηλή εξελικτική 
συντηρητικότητα της πρωτοταγούς της δομής μεταξύ των διαφόρων 
ειδών των θηλαστικών (Σχήμα 1.3) (15). 
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Σχήμα 1.3. Αμινοξική αλληλουχία της ProTα σε διάφορα είδη θηλαστικών. 
(Ανατύπωση από Καππά και συν., 2013: αναφορά 27) 
  
Από το μόριο της ProTα απουσιάζει πεπτίδιο – οδηγητής για έκκριση 
εκτός του κυττάρου (13). Εντούτοις, στο μόριο της ProTα περιέχονται 
δύο αλληλουχίες πυρηνικού εντοπισμού (NLS), οι K87R88και T100KKQKT105 
(16,17).   Μέσω αυτών των αλληλουχιών το πολυπεπτίδιο οδηγείται 
στον πυρήνα. Αυτό επιβεβαιώθηκε πειραματικά, μέσω μεταλλάξεων 
στα τμήματα του διμερούς NLS, οι οποίες και οδηγούσαν σε εντοπισμό 
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1.3.2 Υποκυτταρικός εντοπισμός της ProTα  
Όπως γνωρίζουμε σήμερα, το μόριο της ProTα περιέχει διμερές σήμα 
πυρηνικού εντοπισμού, επομένως αναμένεται να βρίσκεται στον 
πυρήνα. Επιπροσθέτως, η ProTα έχει πολύ όξινο χαρακτήρα, όπως 
έχουν πολλές πυρηνικές πρωτεΐνες, γεγονός που συνηγορεί στον 
πυρηνικό εντοπισμό της. Ο πυρηνικός εντοπισμός της ProTα 
αναφέρθηκε για πρώτη φορά το 1988, οπότε και βρέθηκε ότι το 
πολυπεπτίδιο συντελεί στην οργάνωση πρωτεϊνικών συμπλεγμάτων του 
γενετικού υλικού (18). Ακόμα, το πολυπεπτίδιο στερείται σήματος 
έκκρισης εκτός κυττάρου (13). Τα ευρήματα αυτά οδήγησαν στην 
άποψη πως η ProTα εντοπίζεται αποκλειστικά και μόνο στον πυρήνα 
(19). Εντούτοις, με βάση περαιτέρω πειραματικά αποτελέσματα, 
σήμερα οι περισσότεροι ερευνητές  πιστεύουν ότι το πολυπεπτίδιο έχει 
την ικανότητα να μετακινείται μεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσματος 
(20). Την ικανότητα αυτή η ProTα πιθανόν να οφείλει, μεταξύ άλλων, 
στο μικρό της μέγεθος και στις αλληλεπιδράσεις της με πρωτεΐνες – 
μεταφορείς μορίων από και προς τον πυρήνα, όπως είναι η Rch-1, η Ran 
και η καρυοφερίνη–β (21). 
 
1.3.3 Ο ενδοκυτταρικός ρόλος της ProTα 
1.3.3.1  Ο ρόλος της ProTα στην αναδιαμόρφωση της 
χρωματίνης 
Όπως έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία, εντός του κυττάρου η ProTα 
συντελεί/συμμετέχει σε ζωτικής σημασίας λειτουργίες, όπως η 
αναδιαμόρφωση της δομής της χρωματίνης (μέσω της αλληλεπίδρασης 
του πολυπεπτιδίου με την ιστόνη H1), η ρύθμιση του κυτταρικού 
κύκλου και η ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού. Σε κύτταρα 
με έντονο πολλαπλασιασμό παρατηρείται υπερέκφραση του PTMA 
γονιδίου (22). 
Όσον αφορά στην αναδιαμόρφωση της χρωματίνης, το πολυπεπτίδιο 
αλληλεπιδρά με την ιστόνη Η1 μέσω της κεντρικής όξινης περιοχής του, 
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προκαλώντας έτσι την απομάκρυνση της ιστόνης και την αποελίκωση 
της ίνας της χρωματίνης (23). Κατά αυτόν τον τρόπο, το γονιδίωμα 
καθίσταται προσβάσιμο στους απαραίτητους για την μεταγραφή 
παράγοντες (24). Κατά την μεταγραφή το μόριο πιθανόν να 
αλληλεπιδρά με παράγοντες όπως η CREB-προσδένουσα πρωτεΐνη (CBP) 
(25,26,27), όπως παρουσιάζεται υπό τύπο παραδείγματος στο Σχήμα 
1.4. 
 
Σχήμα 1.4. H ProTα συντελεί στην μεταγραφή γονιδίων, μέσω της 
αλληλεπίδρασής της με την ιστόνη Η1. 
(Α) Η Η1 προσδένεται στα νουκλεοσώματα, συμπυκνώνοντας την ευχρωματίνη σε 
ετεροχρωματίνη. (Β) Σε συγκεκριμένες συνθήκες, η Η1 αλληλεπιδρά με την ProTα, 
οπότε απομακρύνεται από τη χρωματίνη και η χρωματίνη αποσυμπυκνώνεται. (Γ) 
Κατά τη διαδικασία της μεταγραφής, συγκεκριμένη αλληλουχία του γενετικού 
υλικού (αλληλουχία CRE, TGACGTCA) καθίσταται προσβάσιμη στον μεταγραφικό 
παράγοντα CREB,  ο οποίος και προσδένεται σε αυτήν ως ομοδιμερές. Έπειτα, το 
ομοδιμερές  CREB φωσφορυλιώνεται από κινάσες και η ProTα «στρατολογεί», μέσω 
αλληλεπίδρασης με την πρωτεΐνη CBP, το σύμπλεγμα CBP/p300 (CREB-
προσδένουσα πρωτεΐνη / ακετυλοτρανσφεράση ιστόνης). Το νέο σύμπλεγμα, 
CREB/CBP/p300, σταθεροποιείται και οδηγεί σε ακετυλίωση ιστονών από την p300, 
σε αναδιαμόρφωση της χρωματίνης και σε μεταγραφή γονιδίων.  
(Ανατύπωση από Καππά και συν., 2013: αναφορά 27). 
 
Όπως προκύπτει από τις παραπάνω πληροφορίες, η ProTα είναι 
απαραίτητη για την επιβίωση του οργανισμού και τον  πολλαπλασιασμό 
των κυττάρων καθώς, συμμετέχοντας στην αναδιαμόρφωση της 
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χρωματίνης, ελέγχει εν μέρει την έκφραση των γονιδίων και συνεπώς 
την παραγωγή των πρωτεϊνών. 
1.3.3.2 Ο ρόλος της ProTα στο οξειδωτικό stress 
H ProTα είναι πιθανόν να λειτουργεί ως διακόπτης 
επαγωγής/τερματισμού κυτταρο-προστατευτικών μηχανισμών (28,29), 
όπως αυτοί στους οποίους συμμετέχει ο μεταγραφικός παράγοντας 
Nrf2. Συγκεκριμένα, όπως έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία, το 
σύμπλεγμα του μεταγραφικού παράγοντα Nrf2 με την  πρωτεΐνη Keap1 
(Kelch –like ECH –associated protein 1) μεταφέρεται συνεχώς μεταξύ 
πυρήνα και κυτταροπλάσματος. Όταν βρεθεί στον πυρήνα, το 
σύμπλεγμα  Nrf2/Keap1 «προσβάλλεται» από την πυρηνική ProTα, που 
αλληλεπιδρά με την Keap1, με αποτέλεσμα να απομακρύνεται από το 
σύμπλεγμα ο παράγοντας Nrf2, ο οποίος στη συνέχεια κατευθύνεται σε 
κυτταροπροστατευτικά γονίδια – στόχους και ενεργοποιεί τη 
μεταγραφή τους. Η απελευθέρωση του Nrf2 είναι μόνον μερική (partial) 
στα φυσιολογικά κύτταρα, ώστε να εξασφαλίζεται ένα βασικό επίπεδο 
μεταγραφής, είναι όμως εξαιρετικά πιο εκτεταμένη σε κύτταρα υπό 
συνθήκες stress, λόγω  προηγηθείσας αποσταθεροποίησης του 
συμπλέγματος Nrf2/Keap1. Όταν αποκατασταθούν οι φυσιολογικές 
συνθήκες, η περίσσεια του ελεύθερου Nrf2 οδηγείται εκτός πυρήνα,  
μέσω πρόσδεσης στην πρωτεΐνη-μεταφορέα Keap1, επειδή το 
σύμπλεγμα Nrf2/Keap1 είναι τώρα σταθεροποιημένο και λιγότερο 
«ευάλωτο» σε «προσβολή» από την ProTα.   
 
1.3.3.3 Ο ρόλος της ProTα  στην απόπτωση 
Η ProTα αναστέλλει την απόπτωση εμποδίζοντας τη συγκρότηση του 
αποπτωσώματος στο κυτταρόπλασμα. Φυσιολογικά, για να σχηματιστεί 
το αποπτώσωμα, συνδέονται ο ενεργοποιητικός παράγοντας των 
πρωτεασών της απόπτωσης Apaf-1 (apoptotic protease activating factor) 
και το κυτόχρωμα c, που απελευθερώνεται από τα μιτοχόνδρια (30). 
Αποτέλεσμα του σχηματισμού του αποπτωσώματος είναι η 
πυροδότηση ενός καταρράκτη κασπασών, ο οποίος και τελικά οδηγεί 
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στην κασπάση - τελεστή του κυτταρικού θανάτου, την κασπάση 3. Ο 
καταρράκτης αυτός ξεκινά από την ενεργοποίηση της κασπάσης 9, που 
θα ενεργοποιήσει με τη σειρά της την προ-κασπάση 3 οδηγώντας στην 
κασπάση 3. Η ProTα προλαμβάνει το σχηματισμό του αποπτωσώματος 





Σχήμα 1.5. Η ProTα αναστέλλει την κυτταρική απόπτωση. 
Προς ενεργοποίηση της απόπτωσης, το κυτόχρωμα c απελευθερώνεται από την 
μεμβράνη του μιτοχονδρίου προς τον κυτταροπλασματικό χώρο για να συνδεθεί με 
τον Apaf-1,  οδηγώντας στο σχηματισμό του αποπτωσώματος, οπότε πυροδοτείται 
η ενεργοποίηση ενός καταρράκτη κασπασών, με τελικό προϊόν την κασπάση 3, 
τελεστή του  προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. Η ProTα παρεμποδίζει τη 
σύνδεση του Apaf-1 με το κυτόχρωμα c και, με τον τρόπο αυτό, αναστέλλει την 
απόπτωση. 
(Ανατύπωση από Καππά και συν., 2013: αναφορά 27)  
 
1.3.3.4 Η ProTα ως πιθανός καρκινικός δείκτης  
Όπως ήδη αναφέρθηκε, η ProTα  πιθανόν να συντελεί στη διαδικασία 
του κυτταρικού πολλαπλασιασμού, καθώς, αλληλεπιδρώντας με την 
ιστόνη Η1 προκαλεί από-ελίκωση των νουκλεοσωμάτων και οδηγεί στο 
σχηματισμό  ευχρωματίνης. Ο καρκίνος, από την άλλη πλευρά, 
χαρακτηρίζεται συνήθως από υπέρμετρο ρυθμό κυτταρικού 
πολλαπλασιασμού. Συνεπώς, εύλογα γεννιέται η σκέψη ότι τα 
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ενδοκυτταρικά επίπεδα της ProTα ή/και τα επίπεδα του πολυπεπτιδίου 
στα βιολογικά υγρά θα μπορούσαν να αποτελέσουν  διαγνωστικό 
καρκινικό δείκτη (31). Όντως, υψηλά επίπεδα έκφρασης τόσο της ProTα, 
όσο και του mRNA (31) της έχουν παρατηρηθεί σε συγκεκριμένους 
τύπους καρκίνου (Πίνακας 1.1), και αρκετές φορές τα επίπεδα 
έκφρασης του πολυπεπτιδίου σχετίζονται με τα επίπεδα έκφρασης του 
c-MYC πρωτο-ογκογονιδίου (22,31), γεγονός που ενισχύει ακόμη 
περισσότερο την αρχική υπόθεση. 
Πίνακας 1.1. Είδη καρκίνου, στα οποία έχει αναφερθεί αυξημένη έκφραση 
ProTα. 
Είδος καρκίνου Βιβλιογραφική παραπομπή 
 
Θυρεοειδούς Kashat et al., 2010 (32) 
Letsas et al., 2007 (33) 
 
Μαστού Tsitsiloni et al.,1993 (34) 
Oρθού Ojima et al., 2007 (35) 
Ήπατος Fraga et al., 1993 (36) 
Wu et al., 1997 (37) 




Jou et al., 2009 (39) 
Εντέρου Tsitsiloni et al., 1993 (40) 
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1.3.4 Ο εξωκυτταρικός ρόλος της ProTα 
 
1.3.4.1 Εξωκυτταρική δράση της ProTα: ο ρόλος του C-
τελικού δεκαπεπτιδίου [100-109] 
Για να εξηγηθεί και να μελετηθεί η εξωκυτταρική δράση της ProTα,  οι 
Skopeliti και συνεργάτες θέλησαν να βρούν σε ποια αμινοξέα εδράζεται 
το ανοσοδραστικό τμήμα του πολυπεπτιδίου (42). Για το σκοπό αυτό 
πραγματοποιήθηκε σύνθεση πεπτιδίων σε στερεά ρητίνη με  
αμινοτελικώς προεκτεινόμενες αλληλουχίες κατά ένα αμινοξύ τη φορά, 
ξεκινώντας  από το C-τελικό αμινοξύ 109 και φτάνοντας στο αμινοξύ 89. 
Tα πεπτίδια αυτά συγκρίθηκαν με το αυτούσιο πολυπεπτίδιο ως προς 
την ανοσοδραστικότητά τους -και συγκεκριμένα ως προς την ικανότητα 
ενίσχυσης της κυτταροτοξικότητας των μονοπύρηνων κυττάρων του 
περιφερικού αίματος καθώς και ως προς την ενίσχυση της αυτόλογης / 
μεικτής λεμφοκυτταρικής αντίδρασης (autologous mixed lymphocyte 
reaction). Με βάση τα τους πειραματικά αποτελέσματα, οι ερευνητές 
ανέφεραν πως το ανοσοδραστικό τμήμα της ProTα  «οριοθετείται» στο 
C-τελικό δεκαπεπτίδιο [100-109], με αλληλουχία TKKQKTDEDD. Το 
συμπέρασμα προέκυψε από την «ισάξια» ικανότητα του δεκαπεπτιδίου 
και του ακέραιου πολυπεπτιδίου να ενισχύουν την κυτταροτοξικότητα 
των μονοπύρηνων και τον πολλαπλασιασμό των λεμφοκυττάρων. 
Σε επόμενα πειράματα, το δεκαπεπτίδιο ελέγχθηκε από τους Samara 
και συνεργάτες ως προς την ικανότητά του να επιφέρει ενεργοποίηση 
ουδετερόφιλων κυττάρων από  ασθενείς με καρκίνο του μαστού και 
υγιείς δότες (43). Τα αποτελέσματα έδειξαν πως το δεκαπεπτίδιο 
ProTα[100-109] ενίσχυσε την παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου από 
τα ουδετερόφιλα καθώς και την φαγοκυτταρική ικανότητα των 
ουδετερόφιλων κυττάρων ασθενών με καρκίνο του μαστού σε «ισάξια» 
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1.3.4.2 Εξωκυτταρική δράση της ProTα: πιθανοί υποδοχείς 
 
Ήδη από τη δεκαετία του 1990 ξεκίνησε συστηματική έρευνα για τον 
προσδιορισμό των υποδοχέων, μέσω των οποίων η ProTα ασκούσε την 
εξωκυτταρική της δράση. Σε μία από τις πρώτες σχετικές μελέτες, 
χρησιμοποιήθηκε ProTα μόσχου, που επισημάνθηκε με ραδιενεργό 
ιώδιο. Με τον τρόπο αυτό προσδιορίστηκαν δύο πιθανά σημεία 
πρόσδεσης της ProTα, αλλά όχι της Τα1 (13), σε ανθρώπινα 
μονοπύρηνα κύτταρα αίματος. Μεταγενέστερες μελέτες έδειξαν τρεις 
θέσεις δέσμευσης, μία υψηλής, μία χαμηλής και μία μέσης χημικής 
συγγένειας για την ProTα (44). Γενικά, θεωρήθηκε ότι οι υποδοχείς της 
ProTα απαντώνται σε περιοχές της κυτταρικής μεμβράνης που είναι 
πλούσιες σε γλυκοσφιγγολιπίδια και χοληστερόλη (45). 
 
Αργότερα, κατά τα τέλη της δεκαετίας 2000, μελέτες έθεσαν τα θεμέλια 
και τελικά παρουσίασαν την υπόθεση η ProTα να δρα μέσω του 
υποδοχέα TLR-4 (46,47). Περιληπτικά και με πολύ απλά λόγια, οι 
ερευνητές οδηγήθηκαν στην υπόθεση αυτή ως εξής: αρχικά μελέτησαν 
την επίδραση που έχει η επώαση μακροφάγων ποντικού με ProTα στις 
κυτταροκίνες που εκκρίνουν τα μακροφάγα. Το συμπέρασμα ήταν πως 
μακροφάγα που απομονώθηκαν από ποντικούς αγρίου τύπου, μετά 
από επώαση με ProTα, παρήγαγαν IFN-I με ενεργοποίηση ενός TRIF- 
εξαρτώμενου μονοπατιού. Ακόμα, παρήγαγαν TNF-α, μέσω 
ενεργοποίησης ενός MyD88-εξαρτώμενου μονοπατιού. Και τα δύο αυτά 
μονοπάτια ενεργοποιούνται μέσω του υποδοχέα TLR-4. 
 
Το 2013 οι Ioannou και συνεργάτες (48) διεξήγαγαν συγκριτική έρευνα 
μελετώντας τα λειτουργικά χαρακτηριστικά δενδριτικών κυττάρων, 
μετά από επώασή τους με ProTα και το C-τελικό δεκαπεπτίδιο του 
μορίου ProTα[100-109]. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι τόσο η ProTα όσο 
και το δεκαπεπτίδιο επάγουν την ωρίμανση των δενδριτικών κυττάρων 
και την ικανότητά τους να ενεργοποιούν τα Τ-λεμφοκύτταρα. Μάλιστα, 
επιμέρους πειραματικά ευρήματα υποδηλώνουν ότι η ProTα και το 
δεκαπεπτίδιο πιθανόν να ασκούν τη δράση τους μέσω του υποδοχέα 
TLR-4. Η υπόθεση αυτή  ενισχύθηκε πρόσφατα από τα αποτελέσματα in 
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vitro μελετών των Karachaliou και συνεργατών (ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος»). 
Σύμφωνα με αυτά, στην επιφάνεια ανθρώπινων ουδετερόφιλων 
βρίσκονται υποδοχείς που αναγνωρίζουν ειδικά και προσδένουν  99mTc- 
ραδιοεπισημασμένη μορφή του δεκαπεπτιδίου ProTα[100-109]. Η 
σύνδεση αυτή αναστέλλεται παρουσία του λιποπολυσακχαρίτη του 
μικροοργανισμού Escherichia coli, LPS, που θεωρείται ο πρότυπος 
προσδέτης του υποδοχέα TLR-4 (49). 
Συμπερασματικά, τα έως τώρα βιβλιογραφικά δεδομένα μπορούν 
μόνον να υποδείξουν κάποιους υποδοχείς για την ProTα σε 
συγκεκριμένα είδη κυττάρων. Επομένως, ανοίγεται ένα μεγάλο πεδίο 
έρευνας, με στόχο την πληρέστερη αποσαφήνιση  του εξωκυτταρικού / 
διακυτταρικού τρόπου δράσης του πολυπεπτιδίου. 
 
1.3.4.3 Εξωκυτταρική δράση της ProTα: πιθανές προοπτικές 
H ανάγκη για περαιτέρω μελέτη της ProTα και ακριβή ταυτοποίηση 
τόσο της ανοσοδραστικής της περιοχής, όσο και των υποδοχέων μέσω 
των οποίων δρά διακυτταρικά, γεννήθηκε από τις προοπτικές που 
δυνητικά προσφέρει η εξωκυτταρική της δράση. Η δράση αυτή ήταν η 
πρώτη που είχε αποδοθεί στο πολυπεπτίδιο μετά την απομόνωσή του, 
αμφισβητήθηκε για ένα διάστημα (όταν εντοπίστηκε στον κυτταρικό 
πυρήνα), σήμερα όμως είναι κοινώς αποδεκτή στη διεθνή βιβλιογραφία. 
Από παλιότερες ήδη μελέτες, φάνηκε ότι η ProTα, χορηγούμενη 
εξωγενώς, ενισχύει την κυτταρομεσολαβητική ανοσία. Η παρατήρηση 
αυτή δεν προέκυψε μόνο  από in vitro αλλά και από in vivo πειράματα. 
Πιο συγκεκριμένα, σε ποντικούς που τους χορηγούνταν καθημερινά 
ProTα, εκ παραλλήλου με διατροφή υψηλής περιεκτικότητας σε 
ψευδάργυρο, παρατηρήθηκε αύξηση των παραγόμενων αντισωμάτων 
έναντι ειδικού Τ-εξαρτώμενου αντιγόνου από κύτταρα του σπλήνα (50). 
Αποτελέσματα συναφών πειραμάτων σε νεαρούς ποντικούς έδειξαν 
πως χορήγηση συγκεκριμένης δόσης ProTα   διπλασιάζει το λόγο των 
βοηθητικών CD4+ T-λεμφοκυττάρων προς τα κατασταλτικά CD8+ T- 
λεμφοκύτταρα περιφερικού αίματος. Επίσης, μετά από εξωγενή 
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χορήγηση ProTα, παρατηρήθηκε αύξηση του μεγέθους του θύμου 
αδένα (51). Άλλη μία παρατήρηση κατά τη χορήγηση ProTα σε 
ανοσοκατεσταλμένους ποντικούς ήταν η επαγωγή έκκρισης του 
παράγοντα αναστολής της μετανάστευσης των μακροφάγων καθώς και 
η προστασία των συγκεκριμένων ποντικών από ευκαιριακές λοιμώξεις 
με Candida albicans (52). Η ProTα φέρεται ακόμα να αυξάνει την 
κυτταροτοξικότητα των φυσικών φονικών κυττάρων NK (natural killers) 
(53) και των ενεργοποιημένων από λεμφοκίνες φονικών κυττάρων LAK 
(lymphokine-activated killers) (54). Ως προς την επίδραση της ProTα στα 
δενδριτικά κύτταρα, το πολυπεπτίδιο  (καθώς και το C-τελικό 
δεκαπεπτίδιο του μορίου) φέρεται να επάγει in vitro την ωρίμανσή τους 
(55), όπως φαίνεται από την αύξηση των επιπέδων της επιφανειακής 
έκφρασης μορίων – δεικτών, π.χ. των HLA-DR, CD83, CD86, CD40, CD80 
και  CD11b. Μία πολλά υποσχόμενη  εξωκυτταρική δράση της ProTα 
φαίνεται να είναι η πιθανή ανοσορρυθμιστική της ικανότητα στα 
αυτοάνοσα νοσήματα. Συγκεκριμένα, σύμφωνα με παλιότερες μελέτες, 
στη σκλήρυνση κατά πλάκας η ProTα φέρεται να αποκαθιστά τα 
επίπεδα της μεικτής λεμφοκυτταρικής αντίδρασης καθώς και την καλή 
λειτουργία των μονοπύρηνων κυττάρων in vitro (56),  ενώ στον 
ερυθηματώδη λύκο φέρεται να διεγείρει την έκφραση των μορίων MHC 
II. Ακόμη, η συγχορήγηση πλασμιδίου που εκφράζει ProTα φάνηκε να 
διεγείρει την ανοσολογική απόκριση τύπου Ι σε ζώα που εμβολιάστηκαν 
με DNA του ιού της ηπατίτιδας Β (57). Τέλος, σε ασθενείς με καρκίνο, η 
ProTα  βρέθηκε να αυξάνει την ενδοκυτταρική παραγωγή και εξω- 
κυτταρική απελευθέρωση  δραστικών ριζών οξυγόνου καθώς και την 
φαγοκυτταρική ικανότητα των ουδετερόφιλων του περιφερικού 
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1.3.5 Μελέτη της ProTα με τη βοήθεια ειδικών 
αντισωμάτων  
Όπως ήδη αναφέρθηκε, η πρωτοταγής δομή της ProTα παρουσιάζει 
μεγάλη συντήρηση μεταξύ των διάφορων ειδών θηλαστικών,επομένως 
πρόκειται για ένα πολυπεπτίδιο χαμηλής ανοσογονικότητας (59). 
Συνεπώς, η ανάπτυξη αντισωμάτων υψηλής χημικής συγγένειας και 
υψηλού τίτλου, έναντι του πολυπεπτιδίου, σε διάφορα είδη 
θηλαστικών φαίνεται να παρουσιάζει πρακτικές δυσκολίες. Ενδεικτικά 
αναφέρεται ότι παρά το σχετικά υψηλό Μ.Β. του (~12 kDa), το 
πολυπεπτίδιο οδηγεί σε ανάπτυξη αντισωμάτων μόνον όταν χορηγηθεί 
στο θηλαστικό – ξενιστή αφότου συζευχθεί σε ειδική πρωτεΐνη-φορέα, 
όπως, δηλαδή συμβαίνει και με τα μόρια μικρού Μ.Β. (απτένια). Ο 
περιορισμός αυτός, σε ό,τι αφορά την ανάπτυξη αντισωμάτων, 
αντανακλάται και σε αντίστοιχα πρακτικά προβλήματα ως προς την 
ανάπτυξη εργαστηριακών ανοσοχημικών μεθόδων, με στόχο την 
ποιοτική ανίχνευση ή/και τον ποσοτικό προσδιορισμό της ProTα σε 
βιολογικά δείγματα, που παρουσιάζουν ειδικό ενδιαφέρον. 
 
Παρά τις δυσκολίες, ωστόσο, αρκετές  ερευνητικές ομάδες έχουν μέχρι 
στιγμής κατορθώσει να αναπτύξουν αντισώματα έναντι της ProTα. Τα 
αντισώματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν, στη συνέχεια, για την ανάπτυξη 
ερευνητικών ανοσοχημικών μεθόδων (π.χ. μεθόδων ELISA, μεθόδων 
ραδιοανοσοανάλυσης (RIA), μεθόδων ανοσοϊστοχημείας, κ.λπ.), οι 
οποίες εφαρμόστηκαν για την ανίχνευση της ProTα σε βιολογικά 
δείγματα ειδικού ενδιαφέροντος (Πίνακας 1.2).  Μικρός αριθμός 
αντισωμάτων, καθώς και ορισμένες τυποποιημένες συσκευασίες ELISA 
για την ProTα, κυκλοφορούν σήμερα στο εμπόριο. Ωστόσο, οι 
περισσότεροι ερευνητές, που ασχολούνται με τη μελέτη του 
πολυπεπτιδίου, χρησιμοποιούν κυρίως αντισώματα που έχουν 
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Πίνακας 1.2. Ενδεικτικός πίνακας ερευνητικών μελετών  που βασίστηκαν στη 
χρήση αντισωμάτων - ανοσοχημικών μεθόδων για την ProTα. 
 
 




Δείγμα ούρων υγιών δοτών, 
ασθενών με λοίμωξη του 
ουροποιητικού, ασθενών με 
μεταστατικό και μη-μεταστατικό 
καρκίνο της ουροδόχου κύστης 
 
ELISA Τzai et al., 2006 (60) 
Πλάσμα αίματος ασθενών με 
καρκίνωμα ουροθηλιακών και 
νεφρικών κυττάρων 
ELISA Zou et al., 2013 (61) 
Οροί αίματος υγιών δοτών και 
ασθενών καρκίνου του μαστού 
Εκχυλίσματα ιστού ασθενών με 
καρκίνο του μαστού 
 
ELISA Costopoulou et al., 1998 (62) 
Οροί αίματος ποντικών 
μολυσμένων με το βακτήριο 
Streptococcus pyogenes 
ELISA Samara et al., 2013 (63) 
Εκχύλισμα ιστού μαστού 
ασθενών με καρκίνο του μαστού 
RIA Tsitsiloni et al., 1994 (64) 
Τομές ιστού από ασθενείς με 
καρκίνο του προστάτη 
 





Klimetzou et al., 2008 (65) 
 
 
Μερικές πληροφορίες ως προς τα αντισώματα και το ανοσοποιητικό 
σύστημα, εν γένει, θα δώσουμε στο επόμενο κεφάλαιο. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΑΝΟΣΟΠΟΙΗΤΙΚΟ ΣΥΣΤΗΜΑ - ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΑ Υ 
2.1 Το Ανοσοποιητικό σύστημα 
Το Ανοσοποιητικό σύστημα  (γενική βιβλιογραφία: Goldsby et al., 2007) 
αναπτύχθηκε για να προστατεύει πολυκύτταρους οργανισμούς από 
παθογόνα. Είναι ένα υψηλά ευπροσάρμοστο αμυντικό σύστημα και 
προστατεύει το σώμα από ποικίλους εισβολείς. Διαθέτει τεράστια 
ποικιλία κυττάρων και μορίων, ικανών για την ειδική αναγνώριση και 
εξουδετέρωση ποικιλίας ξένων εισβολέων. Η προστασία που παρέχει το 
ανοσοποιητικό σύστημα οφείλεται σε δύο, κυρίως, δραστηριότητες: την 
αναγνώριση και την απόκριση. Τυπικά, η αναγνώριση ενός παθογόνου 
από το ανοσοποιητικό σύστημα πυροδοτεί μια δραστική απόκριση, η 
οποία περιορίζει ή εξουδετερώνει τον εισβολέα. Το ανοσοποιητικό έχει 
την ικανότητα να διακρίνει τα εαυτά συστατικά του από τα ξένα. Η  
απόκριση έγκειται στην ενεργοποίηση των λεμφοκυττάρων (και των 
λοιπών παραγόντων του ανοσοποιητικού) προς εξάλειψη του αντιγόνου. 
 
2.1.1 Έμφυτη και ειδική ανοσία 
Υπάρχουν δύο είδη ανοσίας, η έμφυτη και η ειδική. Η έμφυτη ανοσία 
συγκροτείται από όλους τους αμυντικούς μηχανισμούς που 
αναπτύσσονται έναντι μιας μόλυνσης και είναι έτοιμοι προς άμεση 
ενεργοποίηση πριν ακόμα εκδηλωθεί η επίθεση από ένα παθογόνο. Το 
σύστημα της έμφυτης ανοσίας περιλαμβάνει φυσικούς, χημικούς, και 
κυτταρικούς φραγμούς. Οι κύριοι φυσικοί φραγμοί είναι το δέρμα και 
οι βλεννογόνοι. Οι χημικοί φραγμοί περιλαμβάνουν την οξύτητα του 
περιεχομένου του στομάχου και εξειδικευμένα διαλυτά μόρια με 
αντιμικροβιακή δραστικότητα. Η κυτταρική αμυντική γραμμή της 
έμφυτης ανοσίας αποτελείται από σειρά κυττάρων με ευαίσθητους 
υποδοχείς που ανιχνεύουν μικροβιακά προϊόντα και προκαλούν την 
αντεπίθεση του οργανισμού. Η έμφυτη ανοσία ενεργοποιεί το 
συμπλήρωμα, που αποτελείται από σειρά διαλυτών παραγόντων του 
αίματος. Πιο αναλυτικά, στην έμφυτη ανοσία συγκαταλέγονται οι 
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επιθηλιακοί φραγμοί και ο φραγμός του δέρματος, τα φυσικά φονικά 
κύτταρα και τα φαγοκύτταρα, που διακρίνονται σε ουδετερόφιλα και σε 
μονοκύτταρα (τα οποία στη συνέχεια διαφοροποιούνται σε 
μακροφάγα), καθώς και διάφορα μόρια - διαβιβαστές, όπως οι 
κυτταροκίνες, που εκκρίνονται από συγκεκριμένα είδη κυττάρων ως 
απόκριση στην παρουσία εισβολέων και επάγουν συγκεκριμένους 
μηχανισμούς του ανοσοποιητικού συστήματος. Παράδειγμα  
κυτταροκινών είναι οι ιντερλευκίνες (ILs), οι οποίες εκκρίνονται από τα 
μακροφάγα της έμφυτης ανοσίας, αλλά και τα βοηθητικά CD4+ TH  
κύτταρα της ειδικής ανοσίας. Στις κυτταροκίνες συγκαταλέγονται επίσης 
οι ιντερφερόνες (IFNs). Οι ιντερφερόνες απελευθερώνονται 
αποκρινόμενες στην παρουσία ιών. Αναστέλλουν την αντιγραφή του ιού 
μέσα στο κύτταρο - ξενιστή και, ακόμα, επάγουν την απόπτωση του 
μολυσμένου κυττάρου. Οι παράγοντες νέκρωσης όγκων, TNFs, 
συμπεριλαμβάνονται επίσης στις κυτταροκίνες. Οι TNFs παράγονται 
από μεγάλη ποικιλία κυττάρων, όπως μακροφάγα, ενδοθηλιακά, 
ινοβλάστες, νευρικά κύτταρα, σιτευτικά και καρδιομυοκύτταρα.  
Αν η έμφυτη ανοσία δεν καταστρέψει το αντιγόνο-εισβολέα στην 
περίπτωση που αυτό καταφέρει να εισέλθει στον οργανισμό, 
ενεργοποιείται η ειδική ανοσία. Ενεργοποιούνται τα Β-λεμφοκύτταρα 
από τα οποία και παράγονται ειδικά αντισώματα για συγκεκριμένα 
αντιγόνα. Ακόμη, ενεργοποιούνται τα Τ-λεμφοκύτταρα. 
Τα Τ-λεμφοκύτταρα παράγονται στον μυελό των οστών, αλλά 
ωριμάζουν στο θύμο αδένα. Ωριμάζοντας, εκφράζουν στην επιφάνειά 
τους εξειδικευμένους υποδοχείς, μέσω των οποίων και αναγνωρίζουν 
τα αντιγόνα που συνδέονται με τις πρωτεΐνες του μείζονος 
συμπλέγματος ιστοσυμβατότητας MHC, οι οποίες και λειτουργούν ως 
αντιγονοπαρουσιαστικά μόρια. Οι πρωτεΐνες MHC διακρίνονται σε 
τάξης Ι και ΙΙ. Οι MHC τάξης Ι βρίσκονται σε όλα τα εμπύρηνα κύτταρα 
και αλληλεπιδρούν με τα κυτταροτοξικά Τ-κύτταρα, TC. Οι MHC τάξης ΙΙ 
βρίσκονται στα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα και αλληλεπιδρούν με 
τα βοηθητικά Τ-κύτταρα, TH, διεγείροντας την έκκριση κυτταροκινών, 
που ενεργοποιούν τα Β-κύτταρα και ενισχύουν, με αυτό τον τρόπο, την 
ανοσολογική απόκριση. 
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Τα Β-λεμφοκύτταρα  ωριμάζουν στο μυελό των οστών, τον οποίο στη 
συνέχεια εγκαταλείπουν. Ώριμα πλέον εμφανίζουν στην επιφάνειά τους 
εξειδικευμένο υποδοχέα για έναν συγκεκριμένο επίτοπο, δηλαδή τη  
συγκεκριμένη περιοχή στο μόριο του ξένου αντιγόνου, πανομοιότυπο 
με το αντίσωμα που θα εκκρίνουν εν συνεχεία. Η πρόσδεση του 
αντιγόνου στον υποδοχέα επάγει τον πολλαπλασιασμό των Β – 
λεμφοκυττάρων και τον μεταγενέστερο μετασχηματισμό τους σε 
κύτταρα μνήμης, τα οποία ενεργοποιούνται αμέσως σε πιθανή 
μετέπειτα επαφή με το ίδιο αντιγόνο, καθώς και σε πλασματοκύτταρα, 




Ως αντιγόνα (antigens) ορίζονται ειδικά τα μόρια που αλληλεπιδρούν με 
τον ανοσοσφαιρινικό υποδοχέα των Β - κυττάρων, ή και με τον 
υποδοχέα των Τ – κυττάρων όταν συνδυάζονται με τα μόρια MHC. 
Γενικότερα, αντιγόνο,  ή ακριβέστερα ανοσογόνο, είναι κάθε συστατικό 
που επάγει χυμική ή /και κυτταρομεσολαβητική ανοσολογική απόκριση. 
Η ικανότητα αυτή ονομάζεται ανοσογονικότητα. Από την άλλη πλευρά, 
αντιγονικότητα είναι η ικανότητα ενός μορίου να συνδέεται ειδικά με 
τα τελικά προϊόντα των παραπάνω αποκρίσεων, δηλαδή με τα 
εκκρινόμενα αντισώματα και τους επιφανειακούς Τ - κυτταρικούς 
υποδοχείς. Τα μόρια που διαθέτουν ανοσογονικότητα, διαθέτουν 
επίσης αντιγονικότητα, το αντίστροφο, όμως, δεν ισχύει πάντοτε. Για 
παράδειγμα, τα μικρού μοριακού βάρους «ξένα» μόρια, γνωστά και ως 
απτένια, αποτελούν αντιγονικά μόρια, δεν είναι ωστόσο ικανά να 
προκαλέσουν από μόνα τους ανοσολογική απόκριση.  Για να καταστούν 
ανοσογονικά απαιτείται η ομοιοπολική σύζευξή τους με κατάλληλο 
φορέα, όπως είναι κάποιες πρωτεΐνες υψηλού M.B. (πρωτεΐνες – 
φορείς). 
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2.3 Αντισώματα  
Τα αντισώματα (antibodies), ή ανοσοσφαιρίνες (immunoglobulins), 
όπως και οι υποδοχείς των Τ-κυττάρων, αποτελούν τα κομβικά μόρια 
του προσαρμοστικού ανοσοποιητικού συστήματος, ή αλλιώς της ειδικής 
ανοσίας. Κατά μία έννοια, τα αντισώματα λειτουργούν ως τα 
εκτελεστικά όργανα του ανοσοποιητικού συστήματος. Συγκεκριμένα, τα 
αντισώματα, που παράγονται από τα Β- λεμφοκύτταρα, αναγνωρίζουν 
ειδικούς αντιγονικούς καθοριστές (επιτόπους) στο μόριο του ξένου 
αντιγόνου - εισβολέα, με τους οποίους και συνδέονται μέσω  των, 
μοναδικής εξειδίκευσης, παρατόπων τους,δηλαδή την περιοχή του 
αντισώματος που αναγνωρίζει τον αντίστοιχο επίτοπο στομόριο του 
αντιγόνου. Η σύνδεση παρατόπου – επιτόπου γίνεται με την ακρίβεια 
κλειδιού – κλειδαριάς. Η σύνδεση αυτή αποτελεί το έναυσμα σειράς 
διεργασιών που ως στόχο έχουν την απομάκρυνση του ξένου εισβολέα 
από τον οργανισμό. 
Όλα τα αντισώματα περιλαμβάνουν μια κοινή δομή τεσσάρων 
πεπτιδικών αλυσίδων. Η δομή αυτή αποτελείται από δύο 
πανομοιότυπες μεταξύ τους, σχετικά μικρότερες (ελαφριές), 
πολυπεπτιδικές αλυσίδες και δύο πανομοιότυπες, σχετικά μεγαλύτερες 
(βαριές) αλυσίδες. Κάθε ελαφριά αλυσίδα συνδέεται με μία βαριά με 
έναν δισουλφιδικό δεσμό και μη ομοιοπολικούς δεσμούς.Οι δύο βαριές  
αλυσίδες συνδέονται επίσης μεταξύ τους με μη ομοιοπολικούς και με 
δισουλφιδικούς δεσμούς . Τα αντισώματα περιέχουν την μεταβλητή V 
(variable) και τη σταθερή C (constant) περιοχή. Στην μεταβλητή περιοχή 
οφείλεται η εξειδίκευση του κάθε αντισώματος έναντι συγκεκριμένου 
επιτόπου. Η μεταβλητότητα της περιοχής αυτής οφείλεται στην 
αντίστοιχη μεταβλητότητα / υψηλή ποικιλομορφία της αμινοτελικής 
αμινοξικής αλληλουχίας μιας βαριάς και μίας ελαφριάς αλυσίδας.  
Τμήματα της μεταβλητής περιοχής μιας βαριάς και μιας ελαφριάς 
αλυσίδας συνδέονται μεταξύ τους, με μη ομοιοπολικούς δεσμούς, και 
οδηγούν στο σχηματισμό του παρατόπου. Κάθε βασική δομή 
αντισώματος, αποτελούμενη από δύο βαριές και δύο ελαφριές 
αλυσίδες, περιέχει δύο, ταυτόσημους μεταξύ τους, παρατόπους.  
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Τα αντισώματα των θηλαστικών ανήκουν σε πέντε διαφορετικές τάξεις, 
τις IgM, IgG, IgA, IgD και IgE. Τα αντισώματα, που κυκλοφορούν στο 
αίμα των θηλαστικών και είναι δυνατόν να απομονωθούν από τον 
αντιορό ανοσοποιημένων ζώων μετά από επαναλαμβανόμενη έκθεση 
στο αντιγόνο (αντισώματα δεύτερης ανοσολογικής απόκρισης), 
ανήκουν κατά κύριο λόγο στην τάξη IgG.  
 
2.3.1 Αντισώματα Υ 
Τα αντισώματα Υ (γενική βιβλιογραφία: Schade et al., 2001 – 
Κλημέντζου, 2002 – Härtle et al., 2014) (66) είναι μία κατηγορία 
αντισωμάτων που αποτελούν την κύρια τάξη ανοσοσφαιρινών των 
πτηνών, και μάλιστα είναι ανάλογα των αντισωμάτων IgG των 
θηλαστικών.Είναι αντισώματα που συμμετέχουν στη δεύτερη 
ανοσολογική απόκριση, δηλαδή στην απόκριση του οργανισμού σε ένα 
αντιγόνο στο οποίο ο οργανισμός έχει εκτεθεί ξανά κατά το παρελθόν. 
Στα πτηνά τα αντισώματα Υ μεταφέρονται εκλεκτικά και σε μεγάλες 
ποσότητες από την κυκλοφορία του αίματος στον κρόκο του αυγού 
μέσω ειδικών υποδοχέων. Ο λόγος της παρουσίας τόσο μεγάλων 
ποσοτήτων αντισωμάτων Υ στον κρόκο είναι η ενίσχυση της προστασίας 
του εμβρύου. 
Στα μέσα της δεκαετίας του 2000, ερευνητές του ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος» 
ανέπτυξαν για πρώτη φορά αντισώματα IgY έναντι της ProTα. Η ιδέα για 
την ανάπτυξη αντισωμάτων IgY έναντι της ProTα, με στόχο την 
εφαρμογή τους στην περαιτέρω μελέτη του πολυπεπτιδίου, οφείλεται 
σε κάποια σημαντικά πλεονεκτήματα που τα αντισώματα αυτά 
παρουσιάζουν έναντι της χρήσης  αντισωμάτων των θηλαστικών, όπως 
τα IgG. Γενικότερα, η ανοσοποίηση ορνίθων έναντι θηλαστικών 
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1. Τα πτηνά μπορούν δυνητικά να αναπτύξουν καλύτερα 
αντισώματα έναντι πρωτεϊνών των θηλαστικών, λόγω της 
φυλογενετικής απόστασης μεταξύ των δύο ειδών οργανισμών. 
Θεωρητικά, όσο αυξάνει η φυλογενετική απόσταση ανάμεσα στο 
είδος από το οποίο προέρχεται το αντιγόνο και το είδος του 
ανοσοποιημένου ζώου, τόσο αυξάνει κι η ανοσολογική απόκριση 
του τελευταίου. Η φυλογενετική διαφορά ανάμεσα στα πτηνά και 
τα θηλαστικά είναι πολύ μεγαλύτερη σε σχέση με τη 
φυλογενετική απόσταση μεταξύ δύο ειδών θηλαστικών. 
Επομένως, είναι προτιμότερη η ανοσοποίηση ορνίθων για την 
παραγωγή αντισωμάτων έναντι αντιγόνου που προέρχεται από 
άνθρωπο ή άλλο είδος θηλαστικού –ιδιαίτερα εάν η δομή του 
αντιγόνου αυτού είναι υψηλά συντηρημένη μεταξύ των 
θηλαστικών. 
2. Εκτός από τον ορό του αίματος, ο κρόκος του αυγού των 
ανοσοποιημένων πτηνών αποτελεί πλούσια πηγή αντισωμάτων, 
επειδή μητρικά αντισώματα μεταφέρονται από τον ορό στον 
κρόκο του αυγού για προστασία του εμβρύου, όπως ήδη 
αναφέρθηκε. Η ενεργή μεταφορά των ανοσοσφαιρινών Υ από τον 
ορό του αίματος στον κρόκο του αυγού οδηγεί σε συγκεντρώσεις 
τουλάχιστον συγκρίσιμες με εκείνες του ορού. Συνεπώς, όπως 
αναφέρει η βιβλιογραφία, η ποσότητα των ανοσοσφαιρινών Υ, 
που μπορούν να παραληφθούν σε έναν μήνα, είναι > 10 φορές 
υψηλότερη από την ποσότητα IgG  που μπορεί να παραληφθεί 
από τον ορό αίματος ενός κουνελιού. 
3. Η απομόνωση των ανοσοσφαιρινών Υ γίνεται από τον κρόκο 
του αυγού -όχι από τον ορό του αίματος. Η συλλογή των αυγών 
έναντι της αιμοληψίας και της παραλαβής αντιορού, είναι 
διαδικασία λιγότερο επώδυνη για το ζώο, ενώ επίσης δεν  απαιτεί  
ιδιαίτερα εξειδικευμένο προσωπικό. 
4. Ο κρόκος του αυγού περιέχει αντισώματα που ανήκουν σχεδόν 
αποκλειστικά στις ανοσοσφαιρίνες Υ. Έτσι, κατά το διαχωρισμό 
του κλάσματος των ανοσοσφαιρινών από τον κρόκο του αυγού 
παραλαμβάνονται ανοσοσφαιρίνες Υ, με πολύ υψηλή 
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καθαρότητα και απόδοση, χωρίς προσμίξεις ανοσοσφαιρινών Α 
και Μ. 
5. Οι ανοσοσφαιρίνες Υ, εν αντιθέσει με τις ανοσοσφαιρίνες G, 
δεν αντιδρούν με ρευματοειδείς παράγοντες ή Fc υποδοχείς των 
θηλαστικών. Συνεπώς, η χρήση ανοσοσφαιρινών Υ έναντι των 
ανοσοσφαιρινών G στην ανάπτυξη in vitro ανοσοχημικών  
μεθόδων, π.χ. μεθόδων ανοσοανάλυσης, θεωρητικά 
ελαχιστοποιεί τον κίνδυνο λήψης ψευδώς θετικών 
αποτελεσμάτων. 
6. Οι ανοσοσφαιρίνες Υ είναι περισσότερο θέρμο– και οξεο- 
άντοχες σε σχέση με τις ανοσοσφαιρίνες G των θηλαστικών. 
Επομένως, υπάρχει η πιθανότητα, έστω θεωρητικά, να 
χορηγηθούν per os  για την πρόληψη ή τη θεραπεία 
μολυσματικών παθήσεων του γαστρεντερικού σε νεαρά ζώα. 
 
2.3.2 Ορισμοί - Χαρακτηριστικά Αντισωμάτων  
Τίτλος (Titer): Mε τον όρο τίτλος χαρακτηρίζουμε τη σχετική 
συγκέντρωση των ειδικών αντισωμάτων που περιέχονται σε δείγμα 
αντιορού ή σε άλλο παρασκεύασμα που περιέχει αντισώματα. Προς 
προσδιορισμό του τίτλου ενός παρασκευάσματος, που περιέχει 
αντισώματα, πραγματοποιούνται τα ομώνυμα πειράματα, δηλαδή 
πειράματα τιτλοδότησης, συνήθως με μέθοδο ELISA. Κατά παραδοχή, ο 
τίτλος ενός αντισώματος είναι η αραίωση του αντίστοιχου αντιορού (ή η 
ενδεικτική συγκέντρωση του παρασκευάσματος που περιέχει το υπό 
τιτλοδότηση αντίσωμα) που αντιστοιχεί σε τιμή οπτικής απορρόφησης 
(Α) ~1.0. 
Χημική συγγένεια (Αffinity):  Ο όρος εκφράζει την ισχύ με την οποία 
συνδέεται ο παράτοπος του αντισώματος με τον επίτοπο του αντιγόνου. 
Εξειδίκευση (Specificity): Ο όρος εκφράζει την ικανότητα του 
αντισώματος να αναγνωρίζει αποκλειστικά και μόνο το αντίστοιχο 
αντιγόνο. 
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2.3.3 Τιτλοδότηση αντισωμάτων με μέθοδο ELISA 
Όπως ήδη αναφέρθηκε, η αξιολόγηση του τίτλου των αντισωμάτων 
γίνεται, στη συντριπτική πλειοψηφία των περιπτώσεων, με μια 
συγκεκριμένη μορφή της μεθόδου ELISA (γενική βιβλιογραφία: 
Deshpante, 1996). Η γενική αρχή της μεθόδου δημοσιεύτηκε το 1971 
από  δύο ανεξάρτητες ερευνητικές ομάδες, των Peter Perlmann και  Eva 
Engvall και των Anton Schuurs και Bauke van Weemen (67,68). 
Διάφορες μορφές της μεθόδου (π.χ. ανταγωνιστική ELISA ή μη 
ανταγωνιστική (sandwich) ELISA) χρησιμοποιούνται ευρύτατα για την 
ποιοτική ανίχνευση ή/και τον ποσοτικό προσδιορισμό πλήθους 
αντιγόνων σε ειδικά δείγματα.  Οι μορφές αυτές είναι πιο πολύπλοκες 
από τη μέθοδο τιτλοδότησης αντισωμάτων σε δείγμα αντιορού, ή σε 
άλλο παρασκεύασμα που περιέχει αντισώματα. Η μέθοδος 
τιτλοδότησης αντισωμάτων, η οποία χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 
εργασία (Σχήμα 2.1),  περιγράφεται αναλυτικά στη συνέχεια. 
Για τον προσδιορισμό της σχετικής συγκέντρωσης  ειδικού αντισώματος  
σε δείγμα αντιορού, ή σε άλλο παρασκεύασμα που περιέχει 
αντισώματα πραγματοποιούνται πειράματα τιτλοδότησης κατά την 
ακόλουθη διαδικασία (Σχήμα 2.1): 
Αρχικά, πραγματοποιείται ακινητοποίηση (immobilization) του 
αντίστοιχου αντιγόνου, συνήθως μέσω μη ομοιοπολικής προσρόφησης,  
στην επιφάνεια των  φρεατίων πλακιδίου ELISA (Σχήμα 2.2). Τα 
πλακίδια αυτά διαθέτουν 96 διακριτές κοιλότητες (=φρεάτια) και είναι 
κατασκευασμένα από πολυστυρόλιο, που συνήθως έχει υποστεί ειδική 
προεπεξεργασία. Εν συνεχεία, πραγματοποιούνται εκπλύσεις των 
πλακιδίων, ώστε να απομακρυνθεί η ποσότητα του αντιγόνου που δεν 
προσροφήθηκε στα φρεάτια. Ακολουθεί κορεσμός (blocking) των κενών 
θέσεων στην επιφάνεια των φρεατίων, που πιθανόν  δεν καλύφθηκαν 
από μόρια του αντιγόνου, με ειδικό διάλυμα (συνήθως διάλυμα 
πρωτεΐνης, όπως η βόειος οραλβουμίνη – BSA). Mετέπειτα, προστίθεται 
και επωάζεται σε διαδοχικές αραιώσεις το υπό αξιολόγηση αντίσωμα 
(πρώτο αντίσωμα). Μετά από κατάλληλο χρονικό διάστημα, τα φρεάτια 
εκπλένονται, ώστε να απομακρυνθεί ό,τι δεν έχει αντιδράσει με το 
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ακινητοποιημένο αντιγόνο,  και επωάζονται με το δεύτερο  αντίσωμα, 
που αναγνωρίζει ειδικά το πρώτο και που έχει  νωρίτερα συνδεθεί με 
ένα ένζυμο – ιχνηθέτη (δεύτερο αντίσωμα επισημασμένο με ένζυμο). 
Μετά από κατάλληλο χρονικό διάστημα, τα φρεάτια εκπλένονται και 
πάλι, ώστε να απομακρυνθούν όσα μόρια δεύτερου αντισώματος δεν 
έχουν αντιδράσει με το πρώτο αντίσωμα, και ακολουθεί η προσθήκη 
κατάλληλου, χρωμογόνου  ενζυμικού υποστρώματος στα φρεάτια. 
Παρουσία του ενζύμου, το υπόστρωμα μετατρέπεται σε έγχρωμο 
προϊόν. Η οπτική απορρόφηση (Α) του  έγχρωμου προϊόντος είναι 
ανάλογη της συγκέντρωσης του πρώτου αντισώματος στο υπό μελέτη 
παρασκεύασμα. Ο τίτλος ενός αντισώματος σε αντιορό είναι η αραίωση 
εκείνη του αντιορού  που αντιστοιχεί σε τιμή οπτικής απορρόφησης 
~1.0. Αντίστοιχα, ο τίτλος ενός αντισώματος που περιέχεται σε άλλου 
είδους παρασκεύασμα (π.χ. εμπλουτισμένο παρασκεύασμα κρόκου 
αυγών από ανοσοποιημένα πτηνά) είναι η ενδεικτική συγκέντρωση του 
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Σχήμα 2.1. Παραστατική απεικόνιση της μεθόδου ELISA, στην οποία 










συζευγμένο με ένζυμο 
 Πρώτο αντίσωμα  
αναναντίσωμααντίσωμα 
αντιγόνο 
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Η παρούσα εργασία είχε ως στόχο την αξιολόγηση αντισωμάτων Υ  
έναντι της ProTα, σε ειδικά παρασκευάσματα  κρόκου αυγών από 
ανοσοποιημένα πτηνά. Τα αντισώματα Υ, αναπτύχθηκαν κατά το 
παρελθόν στα εργαστήρια του ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος» (69), με 
ανοσοποίηση πτηνών (όρνιθες ωοτοκίας). Τα υπό αξιολόγηση 
αντισώματα είχαν αναπτυχθεί έναντι ολόκληρου του πολυπεπτιδίου 
(είτε συζευγμένου ή μη-συζευγμένου στην πρωτεΐνη-φορέα keyhole 
limpet hemocyanin – KLH), ή έναντι συνθετικών πεπτιδικών τμημάτων 
του πολυπεπτιδίου, συζευγμένων στην KLH. Συγκεκριμένα, 
αξιολογήθηκαν τα εξής αντισώματα Υ: 
 1. anti-ProTα[1-28]/KLH ή anti-Tα1/KLH (κωδικός IgY1) 
 2 .anti-ProTα (κωδικός IgY2) 
 3. anti-ProTα/KLH (κωδικός IgY3) 
 4. anti-ProTα[100-109]/KLH (κωδικός IgY4) 
H αξιολόγηση των παραπάνω αντισωμάτων έγινε μέσω πειραμάτων 
τιτλοδότησης με μέθοδο ELISA. Tα αντισώματα Υ με τον βέλτιστο τίτλο 
θα μπορούσαν να αξιολογηθούν περαιτέρω και εν δυνάμει να 
χρησιμοποιηθούν στον ευαίσθητο ποιοτικό ή/και ποσοτικό 
προσδιορισμό του μορίου σε βιολογικά δείγματα, με στόχο την 
καλύτερη μελέτη του πολυπεπτιδίου και την καλύτερη δυνατή 
αξιοποίηση των πιθανών διαγνωστικών ή/και θεραπευτικών ιδιοτήτων 
του.  
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 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΤΙΤΛΟΔΟΤΗΣΗΣ ELISA  
3.1 Όργανα και υλικά 
 Φωτόμετρο πλακιδίων ELISA, Model Sirio S (Seac) 
 Eπωαστικός κλίβανος Precision, 4EG 
 Συσκευή αυτόματης έκπλυσης πλακών ELISA, DIA Source 
 
 Πλακίδια μικροτιτλοδότησης ELISA: Costar 3590 
 
 Bovine Serum Albumin (BSA): albumin bovine for Biochemistry, 
Fraction V, ACROS ORGANICS 
 ΙgY εμπορίου, «μη ειδική» IgY: Sigma (I-4881)1.ProTα: 
απομονωμένη από βόειο ιστό, Thymoorgan 
 ProTα: απομονωμένη από βόειο ιστό, Thymoorgan 
 ProTα[1-28] (Τα1):συνθετική, παρασκευασμένη στο εργαστήριο, 
σύμφωνα με μεθοδολογία της βιβλιογραφίας (70,71), κατάλληλα 
τροποποιημένη 
 Rabbit anti-chicken IgY / HRP: Sigma (Α-9046) [Πρόκειται για 
δεύτερο αντίσωμα, ανεπτυγμένο σε κουνέλια εναντίον 
ανοσοσφαιρίνης Υ από όρνιθες ωοτοκίας, και επισημασμένο με 
το ένζυμο υπεροξειδάση της ραπανίδας (horseradish peroxidase, 
HRP)]. 
 
 Ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικών 0,01 M, pH 5,0 (CB) 
Κιτρικό οξύ 0,431 g 
Κιτρικό νάτριο 0,85 g 
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Τα στερεά συστατικά διαλύονται σε 80 ml δισ-απεσταγμένο H2O 
(d-H2O). Aν το pH είναι < 5,0, ρυθμίζεται σε 5,0 με διάλυμα NaOH. 
Aν το pH είναι >5,0, ρυθμίζεται σε 5,0 με διάλυμα κιτρικού οξέος. 
Έπειτα, ο όγκος συμπληρώνεται σε 100 ml με d-H2O. 
 Iσοτονικό ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών – χλωριούχων  0,01 
Μ, pH 7,4 (PBS) 
KH2PO4         0,204 g 
Na2HPO4      1,424 g 
KCl                  0,201 g 
NaCl                8,766 g  
Τα συστατικά διαλύονται σε 800 ml d-H2O. Αν χρειαστεί, 
ακολουθεί ρύθμιση του pH  σε 7,4. Έπειτα, συμπληρώνεται ο 
όγκος μέχρι 1 l  με d-H2O. 
 Διάλυμα έκπλυσης: 0,05 %, v/v, Tween-20 σε PBS  
 Διάλυμα κορεσμού: διάλυμα έκπλυσης με 2 %, w/v, 
αποβουτυρωμένο γάλα εμπορίου σε σκόνη (Regilait) 
 Διάλυμα αραίωσης: διάλυμα έκπλυσης με 0,2 %, w/v, BSA 
 Διάλυμα ενζυμικού υποστρώματος 
Νa2HPO4  2H2O       8,900 g 
Κιτρικό οξύ                10,537 g 
Yπερβορικό νάτριο   0,241 g 
Τα στερεά συστατικά διαλύονται σε 400 ml d-H2O και το pH 
ρυθμίζεται σε 4,4 με διάλυμα NaOH. Ο όγκος συμπληρώνεται έως 
500 ml με H2O.  
Στη συνέχεια, προστίθενται 0,5 g ABTS [(2,2-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt] και το 
διάλυμα αναδεύεται έως την πλήρη διάλυση του ABTS. 
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Αξιολογήθηκαν τα εξής αντισώματα Υ: 
 1. anti-Tα1/KLH (κωδικός: IgY1) 
Τα αντισώματα αυτά αναπτύχθηκαν έναντι του συνθετικού Ν-
τελικού 28-πεπτιδίου της ProTα (ProTα[1-28] ή Τα1), αφού είχε 
προηγηθεί σύζευξή του στην πρωτεΐνη-φορέα KLH. 
 2. anti-ProTα  (κωδικός: IgY2) 
Τα αντισώματα αυτά αναπτύχθηκαν έναντι του ακέραιου 
πολυπεπτιδίου ProTα, σε μη-συζευγμένη μορφή. 
 3. anti-ProTα/KLH (κωδικός: IgY3) 
Τα αντισώματα αυτά αναπτύχθηκαν έναντι του ακέραιου 
πολυπεπτιδίου ProTα αφού είχε προηγηθεί σύζευξή  του με την 
πρωτεΐνη-φορέα KLH. 
 4. anti-ProTα[100-109]/KLH (κωδικός: IgY4) 
Τα αντισώματα αυτά αναπτύχθηκαν έναντι του συνθετικού 
τελικού C-τελικού δεκαπεπτιδίου της ProTα (ProTα[100-109]), 
αφού είχε προηγηθεί σύζευξή του στην πρωτεΐνη-φορέα KLH. 
 
Τα αντισώματα Υ περιέχονταν σε εμπλουτισμένα παρασκευάσματα, 
που προέκυψαν μετά από καθαρισμό του κλάσματος των 
ανοσοσφαιρινών από τον κρόκο του αυγού ανοσοποιημένων πτηνών. Η 
μεθοδολογία καθαρισμού περιγράφεται αναλυτικά σε δημοσιεύσεις, 
τόσο των ομάδων του ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος» όσο και άλλων ερευνητών 
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3.3 Πειραματικό πρωτόκολλο 
3.3.1 Πρωτόκολλο Ι 
Πραγματοποιείται επίστρωση των φρεατίων ELISA με διάλυμα ProTα 
(0,1 μg/ml σε CB, 100 μl/φρεάτιο). Τα πλακίδια παραμένουν όλη νύχτα 
(περίπου 18 ώρες) στους 4ο C. Την επομένη το διάλυμα αποχύνεται και 
ακολούθως τα φρεάτια εκπλένονται 2 φορές με διάλυμα PBS. Στη 
συνέχεια, γίνεται επώαση με διάλυμα κορεσμού (200 μl/φρεάτιο) για 
1,5 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Αυτό έχει ως στόχο την κάλυψη 
τυχόν κενών θέσεων της επιφάνειας των φρεατίων. Το διάλυμα 
αποχύνεται και τα φρεάτια εκπλένονται με διάλυμα έκπλυσης 3 φορές 
στο μηχάνημα αυτόματης έκπλυσης πλακιδίων ELISA. Ακολούθως, 
προστίθενται τα εμπλουτισμένα παρασκευάσματα των αντισωμάτων 
(IgY1, IgY2, IgY3 ή IgY4) στα φρεάτια (100 μl/φρεάτιο), σε διαδοχικά 
μειούμενες συγκεντρώσεις (100, 50, 20, 10, 5 μg/ml), και παραμένουν 
για 2 ώρες στους 37ο C. Ακολουθεί απόχυση και έκπλυση των φρεατίων 
με διάλυμα έκπλυσης 3 φορές. Τα φρεάτια επωάζονται εν συνεχεία με 
το ενζυμικά επισημασμένο δεύτερο αντίσωμα, σε αραίωση 1:2000 (100 
μl/φρεάτιο) για 1,5 ώρα στους 37ο C. Το διάλυμα αποχύνεται, 
ακολουθεί έκπλυση με διάλυμα έκπλυσης 3 φορές και επώαση των 
φρεατίων με το διάλυμα του ενζυμικού υποστρώματος (100 μl/φρεάτιο) 
για 30 λεπτά στους 37ο C. Ακολουθεί μέτρηση της οπτικής 
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3.3.2 Πρωτόκολλο ΙΙ 
Το πρωτόκολλο ΙΙ είναι, στην ουσία, όμοιο με το πρωτόκολλο Ι. Η μόνη 
διαφορά είναι ότι η αρχική επίστρωση των φρεατίων γίνεται με 
διάλυμα Tα1 (0,1 μg/ml σε CB, 100 μl/φρεάτιο), ενώ τα πλακίδια 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
4.1. Αποτελέσματα πειραμάτων 
τιτλοδότησης ELISA 
Τα αποτελέσματα των πειραμάτων τιτλοδότησης των IgY1, IgY2, IgY3 και 
IgY4 ως προς ProTα παρουσιάζονται στα Σχήματα 4.1, 4.3, 4.5 και 4.7, 
αντίστοιχα. Επικουρικά, παρουσιάζονται επίσης τα αποτελέσματα των 
πειραμάτων τιτλοδότησης των IgY1, IgY2, IgY3 και IgY4 ως προς Tα1, στα 
Σχήματα 4.2, 4.4, 4.6 και 4.8, αντίστοιχα. Στο πλαίσιο της αξιολόγησης, 
χρησιμοποιήθηκε εμπορικά διαθέσιμη ανοσοσφαιρίνη Υ («μη-ειδική 
IgY») ως αρνητικός μάρτυρας.  
Στα Σχήματα 4.1 έως 4.8 παρουσιάζονται τα πειραματικά αποτελέσματα 
ενός ενδεικτικού πειράματος, από συνολικά τρία διαδοχικά πειράματα 
τιτλοδότησης. Κάθε πειραματικό σημείο αντιστοιχεί στο μέσο όρο έξι 
συνολικά φρεατίων.  
Συγκριτικά, οι καμπύλες τιτλοδότησης των IgY1, IgY2, IgY3 και IgY4 ως 
προς ProTα παρουσιάζονται στο Σχήμα 4.9. 
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4.1.1 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι Τα1/KLH 
(επίστρωση  φρεατίων με διάλυμα ProTα 0,1 μg/ml) 
 
 
Σχήμα 4.1. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY1 
(    ), ως προς  ProTα. «Μη-άνοση» IgY (     )  χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.   
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4.1.2 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι Τα1/KLH  
(επίστρωση φρεατίων με διάλυμα Tα1 0,1 μg/ml)   
 
 
Σχήμα 4.2. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY1 
(    ), ως προς Τα1. «Μη-άνοση» IgY (    )   χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.  
Σε δύο συγκεντρώσεις IgY1 (50 και 100 μg/mL), η οπτική απορρόφηση πλησίασε ή 
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4.1.3 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι ProΤα  
(επίστρωση φρεατίων με διάλυμα ProTα 0,1 μg/ml) 
 
 
Σχήμα 4.3. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY2 
(    ), ως προς ProTα. «Μη-άνοση» IgY (     )   χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.  
Σε δύο συγκεντρώσεις IgY2 (50 και 100 μg/mL), η οπτική απορρόφηση πλησίασε ή 
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4.1.4 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι ProΤα με 
(επίστρωση πλακιδίων με διάλυμα Tα1 0,1 μg/ml)   
 
 
Σχήμα 4.4. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY2 
(    ), ως προς Τα1. «Μη-άνοση» IgY (    )   χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.  
Μόνο στην υψηλότερη συγκέντρωση  IgY2 (100 μg/mL), η οπτική απορρόφηση 
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4.1.5 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι ProΤα/KLH 
(επίστρωση  φρεατίων με διάλυμα ProTα 0,1 μg/ml) 
 
 
Σχήμα 4.5. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY3 
(    ), ως προς ProTα. «Μη-άνοση» IgY (    )  χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.  
Για τις περισσότερες συγκεντρώσεις IgY3, η οπτική απορρόφηση ξεπέρασε την τιμή 
1.0. Συγκεκριμένα, συγκέντρωση <20 μg/ml οδήγησε σε τιμή οπτικής απορρόφησης 
~1.0, ενώ υψηλότερες τιμές συγκέντρωσης οδήγησαν, αντίστοιχα, σε πολύ 
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4.1.6 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι ProΤα/KLH  
(επίστρωση φρεατίων με διάλυμα Tα1 0,1 μg/ml)   
 
 
Σχήμα 4.6. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY3 
(    ), ως προς Τα1. «Μη-άνοση» IgY (    )  χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.   
Σε δύο συγκεντρώσεις IgY3 (50 και 100 μg/mL), η οπτική απορρόφηση πλησίασε ή 
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4.1.7 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι ProΤα[100-  
109]/KLH 
(επίστρωση  φρεατίων με διάλυμα ProTα 0,1 μg/ml) 
 
 
Σχήμα 4.7. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY4 
(    ), ως προς ProTα. «Μη-άνοση» IgY (    )  χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.   
Μόνο στην υψηλότερη συγκέντρωση  IgY4 (100 μg/mL), η οπτική απορρόφηση 
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4.1.8 Τιτλοδότηση αντισωμάτων Υ έναντι ProΤα[100-
109]/KLH 
(επίστρωση  φρεατίων με διάλυμα Tα1 0,1 μg/ml) 
 
 
Σχήμα 4.8. Καμπύλη τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικό IgY4 
(    ), ως προς Τα1. «Μη-άνοση» IgY (    )   χρησιμοποιήθηκε ως αρνητικός 
μάρτυρας.  
Στην υψηλότερη συγκέντρωση  IgY4 (100 μg/mL), η οπτική απορρόφηση πλησίασε 
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4.1.9 Συγκεντρωτικό διάγραμμα με τις καμπύλες 
τιτλοδότησης όλων των αντισωμάτων Υ ως προς ProTα 
(επίστρωση  φρεατίων με διάλυμα ProTα 0,1 μg/ml) 
 
 
Σχήμα 4.9. Καμπύλες τιτλοδότησης ELISA των αντισωμάτων Υ με κωδικούς 
IgY1 (      ), IgY2 (       ), IgY3 (      ) και IgY4 ( Χ ), ως προς ProTα.   
Τα αντισώματα Υ με κωδικό IgY3 φαίνεται να διαθέτουν τον  υψηλότερο τίτλο (κατά 
παραδοχή: <20 μg/ml), ενώ ακολουθούν τα αντισώματα  IgY2 (κατά παραδοχή: 50 
μg/ml). Αντίθετα, υπό τις ίδιες πειραματικές συνθήκες, τα IgY1 και IgY4 οδήγησαν 
σε σημαντικά χαμηλότερες τιμές οπτικής απορρόφησης (< 1,0).  
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Το πολυπεπτίδιο προθυμοσίνη άλφα (ProTα) απομονώθηκε αρχικά από 
θύμο αδένα. Ο θύμος αδένας είναι πρωτογενές λεμφικό όργανο του 
ανοσοποιητικού συστήματος. Συγκεκριμένα, ο θύμος παρέχει το 
περιβάλλον όπου τα Τ- λεμφοκύτταρα αποκτούν αντιγονική εξειδίκευση 
και όπου παράγονται ποικίλοι βιολογικά δραστικοί παράγοντες. Η 
ProTα απομονώθηκε για πρώτη φορά το 1984 από τους Haritos και 
συνεργάτες, συγκεκριμένα από θύμο αδένα αρουραίου. Αυτής της 
απομόνωσης προηγήθηκε, κατά τη δεκαετία του 1960, η  απομόνωση 
(μετά από βιοχημική κατεργασία πέντε σταδίων) ενός εκχυλίσματος 
βόειου θύμου αδένα με ανοενισχυτική δράση, γνωστού και ως  
θυμοσινικού κλάσματος 5 (TF5). Το TF5 αρχικά θεωρήθηκε πως περιείχε 
ένα πολυπεπτίδιο, εν συνεχεία όμως αποδείχθηκε πως περιείχε 30-40 
διακριτά πεπτίδια, που ονομάστηκαν θυμοσίνες. Η πρώτη θυμοσίνη 
που απομονώθηκε σε καθαρή μορφή και ταυτοποιήθηκε ήταν η 
θυμοσίνη άλφα (Tα1), ένα όξινο πεπτίδιο 28 αμινοξέων με 
ανοσοενισχυτική δράση έως και 1000 φορές  ισχυρότερη ολόκληρου 
του TF5. Το πολυπεπτίδιο ProTα, που όπως αναφέρθηκε απομονώθηκε 
αργότερα από θύμο αδένα αρουραίου, ονομάστηκε έτσι  λόγω του ότι η 
αμινοξική αλληλουχία των πρώτων 28 Ν-τελικών αμινοξέων του  
ταυτιζόταν με την αλληλουχία της Tα1, και έτσι θεωρήθηκε ως 
πρόδρομο μόριο της Τα1. Έως σήμερα, ορισμένοι ερευνητές 
υποστηρίζουν πως η Τα1 προκύπτει από την ProTα μόνο in vitro, 
δηλαδή κατά τη διαδικασία απομόνωσης της ProTα από το αντίστοιχο, 
πρωτογενές βιολογικό υλικό, ενώ άλλοι πιστεύουν πως η Τα1 αποτελεί 
προϊόν πρωτεόλυσης της ProTα εντός του κυττάρου. 
Παρόλο που αρχικά θεωρήθηκε ορμόνη του θύμου αδένα, σήμερα είναι 
γνωστό ότι η ProTα εκφράζεται σε όλα σχεδόν τα κύτταρα των 
θηλαστικών. Ως προς τον υποκυτταρικό της εντοπισμό, η ProTα είναι 
ένα πυρηνικό πολυπεπτίδιο. Μάλιστα, η πρωτοταγής δομή της διαθέτει 
σήμα πυρηνικού εντοπισμού (NLS), ενώ αποτελεί εξαιρετικά όξινο 
μόριο, με ισοηλεκτρικό σημείο 3,55, όπως οι περισσότερες πυρηνικές 
πρωτεΐνες. Παρόλο που σειρά πειραμάτων έχουν αποδείξει τον 
πυρηνικό εντοπισμό της ProTα, πιθανολογείται πως το πολυπεπτίδιο 
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μετακινείται μεταξύ πυρήνα και κυτταροπλάσματος. Στον πυρήνα, έχει 
αναφερθεί ότι η ProTα επιτελεί ρόλο στην αναδιαμόρφωση της 
χρωματίνης, μέσω της αλληλεπίδρασης του κεντρικού όξινου τμήματος 
του πολυπεπτιδίου με την ιστόνη Η1. Με αυτόν, πιθανώς, τον τρόπο, η 
ProTα  εμπλέκεται στις διαδικασίες αντιγραφής του DNA και 
μεταγραφής των γονιδίων. Αυξημένα επίπεδα έκφρασης της ProTα 
έχουν αναφερθεί στην περίπτωση αρκετών ειδών καρκίνου. Ακόμη, η 
ProTα εμπλέκεται στους μηχανισμούς της απόπτωσης, όπου δρα ως 
αντι-αποπτωτικός παράγοντας, ενώ φαίνεται να ενέχεται στην επαγωγή 
κυτταροπροστατευτικών μηχανισμών έναντι του οξειδωτικού stress. Ο 
τόσο καίριος ρόλος του πολυπεπτιδίου στην επιβίωση του κυττάρου 
εξηγεί και τον μεγάλο βαθμό συντήρησης της δομής του στα διάφορα 
είδη των θηλαστικών. 
Εκτός από τις ενδοκυτταρικές της λειτουργίες, η ProTα διαθέτει και 
εξωκυτταρική δράση, όπως είναι σήμερα κοινώς αποδεκτό και παρόλο 
που η δράση αυτή είχε αμφισβητηθεί για ένα διάστημα. Η 
εξωκυτταρική δράση της ProTα έχει συνδεθεί με τους μηχανισμούς 
ανοσοενίσχυσης. Πιο συγκεκριμένα, σύμφωνα με παλαιότερα 
πειραματικά δεδομένα, η χορήγηση ProTα προστάτευσε ποντικούς που 
είχαν υποστεί ανοσοκαταστολή λόγω ευκαιριακών λοιμώξεων με 
Candida albicans και προκάλεσε επαγωγή της έκκρισης του παράγοντα 
αναστολής της μετανάστευσης των μακροφάγων. Σύμφωνα με 
ερευνητικά ευρήματα των τελευταίων χρόνων, το πολυπεπτίδιο 
πιθανόν να οφείλει την ανοσοδραστικότητά του στο C – τελικό 
δεκαπεπτίδιο (ProTα[100-109]), ενώ ανοσοδραστική θεωρείται από 
πολλούς ερευνητές και η Ν-τελική περιοχή, που ταυτίζεται με το 28-
πεπτίδιο Τα1. Οι υποδοχείς μέσω των οποίων η ProTα ασκεί την 
εξωκυτταρική της δράση δεν έχουν μέχρι στιγμής ταυτοποιηθεί, 
πιστεύεται όμως ότι είναι υποδοχείς της οικογένειας TLR.  
Συνοπτικά, η ProTα είναι ένα ενδογενές πολυπεπτίδιο με καίριο 
βιολογικό ρόλο, τόσο ενδοκυτταρικό, όσο και εξωκυτταρικό, καθώς και 
με μεγάλες δυνατότητες αξιοποίησης στο πεδίο της διάγνωσης ή/και 
της θεραπείας ασθενειών. Τα παραπάνω εξηγούν το μεγάλο 
ενδιαφέρον των ερευνητών να μελετήσουν παραπέρα την ProTα, 
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χρησιμοποιώντας, μεταξύ άλλων, ανοσοχημικές μεθόδους ποιοτικής 
ανίχνευσης ή/και ποσοτικού προσδιορισμού του μορίου σε βιολογικά 
δείγματα με ειδικό ενδιαφέρον. Οι μέθοδοι αυτές βασίζονται στη χρήση 
ειδικών αντισωμάτων για την ProTα. 
Όπως ήδη αναφέρθηκε, η πρωτοταγής δομή της ProTα παρουσιάζει 
μεγάλη συντήρηση μεταξύ των διαφόρων ειδών θηλαστικών. Συνεπώς, 
η ανάπτυξη αντισωμάτων υψηλού τίτλου και υψηλής χημικής 
συγγένειας έναντι του πολυπεπτιδίου, σε διάφορα είδη θηλαστικών, 
φαίνεται να παρουσιάζει πρακτικές δυσκολίες.  Ενδεικτικά αναφέρεται 
ότι παρά το σχετικά υψηλό Μ.Β. του (~12 kDa), το πολυπεπτίδιο οδηγεί 
σε ανάπτυξη αντισωμάτων μόνον όταν χορηγηθεί στο θηλαστικό – 
ξενιστή αφότου συζευχθεί σε ειδική πρωτεΐνη-φορέα, όπως, δηλαδή 
συμβαίνει και με τα μόρια μικρού Μ.Β. (απτένια). Παρά τις δυσκολίες, 
ωστόσο, αρκετές  ερευνητικές ομάδες έχουν μέχρι στιγμής κατορθώσει 
να αναπτύξουν αντισώματα έναντι της ProTα, ενώ μικρός αριθμός 
αντισωμάτων κυκλοφορεί και στο εμπόριο. Όλα τα παραπάνω 
αντισώματα, πολυκλωνικά ή πολυκλωνικά, ανήκουν στην τάξη IgG 
(αντισώματα θηλαστικών).    
Με στόχο την ανάπτυξη υψηλής χημικής συγγένειας και υψηλού τίτλου 
αντισωμάτων για την ProTα, αναπτύχθηκαν κατά την τελευταία 
δεκαετία σε πτηνά (όρνιθες ωοτοκίας) αντισώματα Υ από ερευνητές του 
ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος». Σε σχέση με την ανοσοποίηση θηλαστικών, η 
ανοσοποίηση πτηνών πιστεύεται ότι, λόγω της φυλογενετικής 
απόστασης, έχει περισσότερες πιθανότητες να οδηγήσει στην ανάπτυξη 
υψηλής χημικής συγγένειας και υψηλού τίτλου αντισωμάτων έναντι 
πρωτεϊνών/ πολυπεπτιδίων των θηλαστικών, ιδιαίτερα όταν αυτά 
παρουσιάζουν υψηλή συντήρηση δομής ανάμεσα στα θηλαστικά, όπως 
συμβαίνει με την ProTα.  
Συγκεκριμένα, αναπτύχθηκαν τα ακόλουθα αντισώματα Υ: 
 1.anti-ProTα[1-28]/KLH ή anti-Tα1/KLH (IgY1) 
 2 .anti-ProTα (IgY2) 
 3. anti-ProTα/KLH (IgY3) 
 4. anti-ProTα[100-109]/KLH (IgY4) 
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Τα IgY1 και IgY4 αναπτύχθηκαν εναντίον συνθετικών πεπτιδίων από την 
αμινοξική αλληλουχία της ProTα (τμήματα [1-28] και [100-109], 
αντίστοιχα), μετά από σύζευξή τους στην εμπορικά διαθέσιμη 
πρωτεΐνη-φορέα αιμοκυανίνη του θαλάσσιου ασπόνδυλου οργανισμού 
Keyhole limpet (keyhole limpet haemocyanin, KLH), η οποία θεωρείται 
ιδιαίτερα ανοσογονική. Τα συνθετικά πεπτίδια παρασκευάστηκαν στα 
εργαστήρια του ΕΚΕΦΕ «Δημόκριτος», βάσει της Fmoc/tBu μεθόδου 
σύνθεσης πεπτιδίων σε στερεή φάση. Τα IgY3 αναπτύχθηκαν εναντίον 
του ακέραιου πολυπεπτιδίου, μετά από σύζευξή του σε KLH, ενώ τα 
IgY2 αναπτύχθηκαν εναντίον αυτούσιου του πολυπεπτιδίου, σε 
ασύζευκτη μορφή.  
Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η αρχική αξιολόγηση των 
παραπάνω αντισωμάτων Υ. Για την αξιολόγηση των αντισωμάτων 
πραγματοποιήθηκε σειρά πειραμάτων τιτλοδότησης ELISA. Ακριβέστερα, 
τιτλοδοτήθηκαν εμπλουτισμένα παρασκευάσματα των  παραπάνω 
αντισωμάτων. Κατά τις τιτλοδοτήσεις χρησιμοποιήθηκαν δύο 
πειραματικά πρωτόκολλα, των οποίων η μόνη διαφορά έγκειται στο 
μόριο που επιστρώνεται στα φρεάτια ELISA (ProTα ή, επικουρικά, Τα1).  
Σύμφωνα με τα πειραματικά αποτελέσματα, τα αντισώματα IgY3 (και, 
δευτερευόντως, τα IgY2) φαίνεται να διαθέτουν τους υψηλότερους 
τίτλους, ως προς την ProTα, και προτείνεται να αξιολογηθούν 
περαιτέρω. Αξίζει, μάλιστα, να σημειωθεί ότι τα αντισώματα IgY2 
αναπτύχθηκαν εναντίον ProTα, χωρίς να έχει προηγηθεί σύζευξη του 
πολυπεπτιδίου σε πρωτεΐνη-φορέα. Αντίθετα, τα αντισώματα IgY1 και 
IgY4 φαίνεται να διαθέτουν σημαντικά χαμηλότερους τίτλους και δεν 
θεωρούνται αξιοποιήσιμα, τουλάχιστον στην παρούσα τους μορφή. 
Επίσης, τα αντισώματα IgY3 (καθώς και τα IgY1) φαίνεται να 
αναγνωρίζουν, σε ένα βαθμό, και την Τα1, ωστόσο αυτό μένει να 
αποδειχθεί με πειράματα εκτόπισης ELISA (ELISA displacement 
experiments), παρουσία ελεύθερης Τα1 σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις. 
Τα αντισώματα IgY4 έδωσαν σχετικά χαμηλές τιμές οπτικής 
απορρόφησης, τόσο σε φρεάτια που είχαν επιστρωθεί με ProTα όσο και 
σε φρεάτια επιστρωμένα με Τα1 (που πιθανόν προκύπτουν από μη-
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ειδικές αλληλεπιδράσεις) και μπορούν να θεωρηθούν ως τα λιγότερο 
αξιοποιήσιμα από τα αντισώματα που μελετήθηκαν.  
Συνοψίζοντας, από τα αποτελέσματα των πειραμάτων τιτλοδότησης 
ELISA προκύπτει ότι: 
 Τα αντισώματα Υ έναντι ProTα/KLH (IgY3) φαίνεται να 
αναγνωρίζουν αποτελεσματικά το πολυπεπτίδιο ProTα, 
εμφανίζοντας τον υψηλότερο τίτλο μεταξύ των αντισωμάτων που 
αξιολογήθηκαν. Το συμπέρασμα αυτό ενισχύεται από τα 
αποτελέσματα πρόσφατων πειραμάτων εκτόπισης ELISA, που δεν 
παρουσιάζονται εδώ και έδειξαν μείωση του οπτικού σήματος 
παρουσία ελεύθερης ProTα σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις.  
 Τα παραπάνω αντισώματα, μετά από περαιτέρω αξιολόγηση, θα 
μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν σε ανοσοχημικές μεθόδους 
(ανοσοϊστοχημείας, ανοσοκυτταρολογίας, ανοσοαναλύσεις, 
αναλύσεις Western blot, κ.λπ.), με στόχο την περαιτέρω μελέτη 
της ProTα.  Για παράδειγμα, θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 
σε sandwich ELISA, σε συνδυασμό με αντισώματα  της τάξης IgG, 
για τον ποσοτικό προσδιορισμό της ProTα σε ποικίλα βιολογικά 
δείγματα. Απώτερος στόχος των μελετών γύρω από την ProTα 
είναι αποσαφηνιστεί ο τρόπος δράσης του πολυπεπτιδίου (π.χ. 
μέσω ποιων υποδοχέων) και, πιθανόν, να αυξηθούν οι 
προοπτικές αξιοποίησής του τόσο σε διαγνωστικό επίπεδο 
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Cluster of differentiation 
CREB 
 
cAMP response element –binding protein 
  MyD88 
  




Nuclear factor –like 2 
p300 
 
Adenovirus early region 1A binding protein 
Ran 
 
RAs –related nuclear protein 
Rch-1 
 
LRR(Leucine –rich repeat) receptor –like 
serine/threonine protein kinase 
TRIF 
 




Kealch –like ECH- associated protein 1 
Apaf-1 Apoptotic protease activating factor  
KLH Keyhole limpet hemocyanin 
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